
• 研究快报 BRIEF REPORT •

N-去硫酸肝素对 SCID 小鼠胃癌血管生成和 VEGF 表达的影响

陈金联, 陆金来, 陈明祥, 陈维雄, 朱金水, 陈尼维, 陈国强, 耿建国

陈金联, 陆金来, 陈明祥, 陈维雄, 朱金水, 陈尼维, 上海交通大学附属第
六人民医院消化科 上海市 200233 
陈国强, 中国科学院上海实验动物中心 上海市 200031
耿建国, 中国科学院上海细胞生物学研究所 上海市 200031
上海市卫生局面上基金资助课题, No. 034045
通讯作者: 陈金联, 200233, 上海市宜山路600号, 上海交通大学附属第六人
民医院消化科. wqq_021002@163.com
电话: 021-64369181-8970 　传真: 021-64837019
收稿日期: 2005-09-28    接受日期: 2005-10-19

Effect of N-desulfated heparin 
on angiogenesis and vascular 
endothelial growth factor expression 
in mice with severe combined 
immunodeficiency

Jin-Lian Chen, Jin-Lai Lu, Ming-Xiang Chen, Wei-Xiong 
Chen, Jin-Shui Zhu, Ni-Wei Chen, Guo-Qiang Chen, Jian-
Guo Geng

Jin-Lian Chen, Jin-Lai Lu, Ming-Xiang Chen, Wei-Xiong Chen, Jin-
Shui Zhu, Ni-Wei Chen, Department of Gastroenterology, the Sixth 
People's Hospital, Shanghai Jiaotong University, Shanghai 200233, 
China
Guo-Qiang Chen, Centre of Animal Laboratory, Chinese Academy of 
Sciences, Shanghai 200031, China
Jian-Guo Geng, Institute of Cell Biology, Chinese Academy of Sci-
ences, Shanghai 200031, China
Supported by the Scientific Foundation of Shanghai Public Health 
Administration, No.034045
Correspondence to: Jin-Lian Chen, Department of Gastroenterology, 
the Sixth People's Hospital, Shanghai Jiaotong University, Shanghai 
200233, China. wqq_021002@163.com
Received: 2005-09-28    Accepted: 2005-10-19

Abstract
AIM: To investigate the effect of N-desulfated heparin 
on tumor metastasis, angiogenesis, and expression of 
vascular endothelial growth factor (VEGF) after ortho-
topic implantation of human gastric carcinoma in mice 
with severe combined immunodeficiency (SCID).

METHODS: The SCID mice metastasis model was 
established by in situ  implantation of human gastric 
carcinoma tissue, then the mice were randomly divided 
into two groups: the normal saline group (treated with 
normal saline) and NNH group [treated with N-desulfat-
ed heparin, 10 mg/(kg•d) iv, 2/wk, for 3 wk]. The mice 
were sacrificed 6 wk after the implantation. The tumor 
metastasis, intratumoral microvessel density (MVD), 
and VEGF expression were evaluated respectively.

RESULTS: The tumor metastasis rates were significan-
tly different between normal saline and NNH group (80% 
vs  20%, P  <0.05). No side effect such as hemorrhage 
was observed in the mice. The MVD was 8.0±3.1 in 
the normal saline group and 4.3±1.8 in the NNH group, 
and there was significant difference between those 2 
groups (P  <0.05). The positive rate of VEGF expressi-
on was significantly higher in the normal saline group 
than that in the NNH group (90% vs  20%, P  <0.05).

CONCLUSION: N-desulfated heparin can inhibit the 
metastasis of gastric cancer through inhibiting the ex-
pression of tumor VEGF and angiogenesis with no ob-
vious side effect such as hemorrhage.
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摘要

目的: 研究N-去硫酸肝素对人胃癌重度联合免疫缺陷(SCID)
小鼠转移模型肿瘤转移抑制、血管生成和血管内皮生长因

子(VEGF)表达的影响. 

方法: 建立人胃癌组织原位移植SCID小鼠转移模型, 随机分

成两组. 移植1 wk, 分别从静脉内注射生理盐水(生理盐水组)
与N-去硫酸肝素[10 mg/(kg•d)](N-去硫酸肝素组), 2次/wk, 
共3 wk. 第6 wk处死动物, 观察肿瘤转移情况, 免疫组化方法

检测肿瘤组织微血管密度(MVD)、VEGF的表达. 

结果: 生理盐水组肿瘤转移率为80%, N-去硫酸肝素组转移

率为20%, 两组之间差异有统计学意义(P <0.05). 未发现出血

等副作用. 生理盐水组平均微血管密度为8.0±3.1, N-去硫酸

肝素治疗组平均微血管密度为4.3±1.8. 经统计学处理, 两组

之间差别有显著意义(P <0.05). 生理盐水组VEGF阳性表达率

明显高于N-去硫酸肝素治疗组, 分别为90%与20%(P <0.05). 

结论: N-去硫酸肝素通过抑制肿瘤组织VEGF表达和血管生

成, 从而抑制肿瘤的转移, 并且无明显出血等不良反应. 

关键词: N-去硫酸肝素; 胃癌转移; 血管生成; 血管内皮生长因子
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 严重威胁人类的健

康. 肿瘤转移是肿瘤致死的关键因素. 迄今为止, 肿瘤转

移缺乏有效的防治方法. 近年研究表明, 肿瘤转移与肿瘤

血管生成相关, 肿瘤血管生成是一系列血管生长因子和

血管生长抑制因子共同调节的, 其影响患者的预后, 抑制

血管的生成可抑制肿瘤转移, 从而改善肿瘤患者的生存

期和预后[1-4]. 目前已发现血管内皮生长因子(VEGF)和成

纤维生长因子等, 促进肿瘤血管生成. 抑制血管内皮生长

因子等促血管生长因子, 可抑制肿瘤的血管生成和肿瘤

转移[5-7]. 
肝素为高度硫酸化的蛋白多糖, 作为抗凝剂, 已被广

泛应用于临床. 体外实验发现, 肝素可抑制血管内皮生长

因子和成纤维生长因子刺激的血管内皮细胞的增殖和血

管的形成. 动物实验发现肝素可抑制实验性肿瘤的转移. 
因此, 肝素可能具有抗肿瘤转移作用[8,9]. 然而, 由于肝素

强烈的抗凝活性, 限制了他的临床应用. 对肝素进行化学

修饰, 可降低其抗凝活性, 但可增强其抗血管生成作用[10]. 
我们用人胃癌组织原位移植SCID小鼠建立胃癌转移模

型, 旨在探讨N-去硫酸肝素对肿瘤血管生成和转移的抑

制作用, 为N-去硫酸肝素抗肿瘤转移的临床应用提供理

论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 羊抗人CD34抗体和羊抗人VEGF抗体系

Santa Cruz生物技术公司产品.
1.1.2 动物模型 健康♂重度联合免疫缺陷(SCID)小鼠由

中国科学院上海实验动物中心提供, 鼠龄6-7 wk, 体质量

20-25 g. 裸鼠皮下传代的人胃癌组织SGC-7901由上海市

肿瘤研究所提供, 移植时处死荷瘤裸鼠, 皮肤消毒, 取下

肿瘤, 浸入生理盐水中. 采用人胃癌组织原位移植SCID小

鼠建立胃癌转移模型. 将动物麻醉后, 依次切开左上腹皮

肤、腹壁和腹膜, 仔细暴露胃壁, 在胃大弯中部用剪刀损

伤胃浆膜层, 将人胃癌组织块(约5 mm×7 mm)缝在损伤

处, 然后将胃送入腹腔内, 缝合腹壁和皮肤[11].  
1.2 方法

1.2.1 分组 模型制作后, 动物随机分为N-去硫酸肝素注射

组(N-去硫酸肝素组, n  = 10)和生理盐水注射组(生理盐水

组, n  = 10). 术后第1 wk, N-去硫酸肝素组静脉内注射N-
去硫酸肝素(中国科学院上海细胞生物学和生化所), 每次

10 mg/(kg·d)(以100 μL生理盐水稀释), 2次/wk, 共3 wk. 生
理盐水组静脉内注射生理盐水, 每次100 μL, 2次/wk, 共

3 wk. 每周SCID小鼠称质量2次. 
1.2.2 标本收集和病理学检查 所有动物于第6 wk末处死. 
对胃癌组织、肿大淋巴结与可疑转移脏器进行病理学检

查. 肿瘤组织标本以40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋后常规切

片, HE染色, 光镜下观察肿瘤病理变化, 检测肿瘤转移

情况. 
1.2.3 肿瘤平均微血管密度测定 4 μm厚的石蜡切片脱腊

后, 应用免疫组化Envision二步法检测CD34, 一抗浓度为

1∶300, 以血管内皮细胞出现棕黄色染色为阳性. 参照

Weidner的方法, 计算肿瘤平均微血管密度, 先在低倍光镜

(×100)下全面观察切片以确定肿瘤内血管密度最高处. 
再在高倍镜(×200)下, 记录5个视野内的微血管数, 取其

平均数作为该动物的平均微血管密度值. 
1.2.4 肿瘤组织VEGF表达测定 4 μm厚的石蜡切片脱腊

后, 应用免疫组化Envision二步法检测VEGF的表达, 一抗

浓度为1∶60, 以肿瘤细胞细胞质内出现棕黄色颗粒为阳

性染色. 阳性染色的细胞在10%以下为阳性+, 阳性染色

的细胞在10%以上为阳性++, 两者相加为阳性染色数. 
统计学处理 应用Student's t检验和c2精确法检验,  

P <0.05有显著性差异. 

2  结果

2.1 N-去硫酸肝素对人胃癌转移的抑制作用 人胃癌

SGC-7901组织原位移植SCID小鼠后第6 wk, 见胃癌移植

瘤均原位生长良好, 肿瘤向胃腔内突出, 质硬脆; 光镜下

见肿瘤组织为低分化胃腺癌组织, 浸润肌层、黏膜下层

和黏膜层. 对肿大淋巴结与可疑转移脏器进行病理学检

查, 发现淋巴结转移以胃周、肠系膜和主动脉旁淋巴结

为主; 各脏器转移以肝脏最为常见, 其次为肺、胰、脾等

脏器. 
生理盐水组肿瘤转移率为80%, 分别为淋巴结转移8

例(8/10), 肝脏转移6例, 其他脏器转移6例. 但经N-去硫酸

肝素治疗的小鼠, 则胃癌的淋巴结和脏器的转移明显被

抑制. N-去硫酸肝素组发现2例肿瘤转移(2/10), 转移率为

20%. 经c2精确法检验, 生理盐水组肿瘤转移率高于N-去
硫酸肝素组, 两组之间差异有统计学意义, P <0.05. N-去
硫酸肝素应用对SCID小鼠体质量未见明显影响, 未发现

出血等副作用. 
2.2 N-去硫酸肝素对人胃癌微血管密度的抑制作用 光学

显微镜下观察, 可见CD34在血管内皮细胞膜和细胞质染

色, 出现管腔结构(图1A). 生理盐水组SCID小鼠胃的原位

移植瘤血管生成明显, 平均微血管密度为8.0±3.1. N-去
硫酸肝素治疗组SCID小鼠胃的原位移植瘤新生血管生成

被抑制, 其平均微血管密度为4.3±1.8. 经统计学处理, 两
组之间差别有显著意义(P <0.05). 
2.3 N-去硫酸肝素对人胃癌组织VEGF的影响 VEGF阳
性染色为棕黄色, 位于肿瘤细胞细胞质内(图1B). 生理

盐水组VEGF阳性表达率明显高于N-去硫酸肝素治疗组 
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图 1  胃癌组织的阳性表达 (×200). A: 血管内皮CD34; B: 细胞质内VEGF. 

(P <0.05, 表1). 

3  讨论

自1971年Folkman提出肿瘤生长依赖新生血管以来, 近年

有关肿瘤血管生成与肿瘤生长和转移的研究已受到关

注[12,13]. 血管生成是体积大于1-2 mm3实体瘤生长和肿瘤

细胞转移的条件, 抗血管生成治疗对改善胃癌患者临床

疗效和预后有重要意义[1,3,12,14]. 动物实验研究发现, 肝素

除了抗凝作用外, 可抑制血管生成, 因此可能具有抗肿瘤

转移作用[8,15]. 然而由于其强烈的抗凝活性, 限制了其在

临床应用. 对肝素进行化学修饰, 可降低其抗凝活性, 但
可增强其抗血管生成作用. 近年研究表明, 低分子肝素抗

凝活性显著下降, 但其结合血管内皮生长因子、成纤维

生长因子和肝细胞生长因子等活性显著增强, 因此抑制

肿瘤的血管生成作用加强[16]. N-乙酰肝素对肝素酶的抑

制作用加强, 抗血管生成和抗转移作用较非修饰肝素显

著增强[10]. N-去硫酸肝素为化学修饰肝素, 抗凝活性为肝

素的1/76, 但其抗炎作用加强[17]. 目前未见N-去硫酸肝素

抗肿瘤转移研究报道. 
我们用人胃癌SGC-7901组织原位移植SCID小鼠建

立胃癌转移模型, 研究N-去硫酸肝素对胃癌转移及血管

生成的影响. 该模型与人类胃癌转移相似, 肿瘤转移率高, 
是胃癌转移研究的理想模型. 我们研究发现, 人胃癌组织

原位移植SCID小鼠6 wk后, 肿瘤转移率为80%. 但经N-
去硫酸肝素治疗后, 肿瘤转移显著被抑制, 转移率为20%, 
经c2检验, 两组之间差别显著(P <0.05). 这与文献报道一

致. Szende et al [18]的研究发现, 低分子肝素(Fraxiparine)
剂量为57 IU/kg和173 IU/kg, 对两种实验性肿瘤转移模

型具有显著的抗转移作用, 肝素以100 IU/kg对肿瘤转移

未见明显影响. Amirkhosravi et al [19]研究了低分子肝素

表 1   SCID小鼠胃癌组织VEGF阳性表达率 (n  = 10)

aP<0.05 vs 生理盐水组.

分组                              -                 +              ++               阳性率(％)     

生理盐水组                    1                 2               7                      90           

N-去硫酸肝素组           8                 1               1                      20a

(tinzaparin)对黑色素瘤的抗转移作用. 结果发现低分子肝

素对黑色素瘤转移的抑制作用为89%(P <0.001). Naggi 
et al [10]的研究发现N-乙酰肝素的抗凝活性较低, 但抗肿瘤

转移作用较未修饰肝素明显增强. Kragh et al [20]研究发现, 
非抗凝肝素NAC8000对实验性肿瘤转移模型具有抗转移

作用, 且未发现明显出血副作用. 研究结果表明N-去硫酸

肝素对胃癌等肿瘤具有抗转移作用. 
肿瘤血管生成是肿瘤生长和转移的条件 .  肿瘤血

管生成机制极其复杂 ,  肿瘤细胞产生的血管内皮生长

因子是重要的促血管生长因子, 通过与受体VEGFR1、
VEGFR2结合, 具有特异性促进血管内皮细胞增殖和迁

移, 增加血管通透性, 在肿瘤的生长与转移中起到重要的

作用[3-6]. 
我们研究了N-去硫酸肝素对SCID小鼠胃癌血管生成

和VEGF的影响. 结果发现, N-去硫酸肝素组的肿瘤平均

微血管密度明显低于对照组, 说明N-去硫酸肝素对肿瘤

新生血管的生成具有显著的抑制作用. Collen et al [15]的体

外研究发现, 肝素与低分子肝素对VEGF刺激的血管内皮

细胞增殖和血管形成具有抑制作用. Fernandez et al [21]的

研究结果表明, 低分子肝素可抑制肿瘤血管形成. Mousa 
et al [22]发现, 低分子肝素(tinzaparin)可抑制肿瘤血管生成, 
但与促血管生成因子作用无关. Naggi et al [10]的研究表明, 
N-乙酰肝素等修饰肝素较未修饰肝素具有更强的抗血管

生成和抗转移作用. 表明, 肿瘤新生血管大量形成增加了

肿瘤细胞转移的机会, 新生的血管通透性较高, 因此增加

了肿瘤的转移, 而N-去硫酸肝素通过抑制肿瘤血管生成

对胃癌等实体瘤具有抗转移作用. 
我们发现, 人胃癌组织原位移植SCID小鼠第6 wk, 肿

瘤组织VEGF的阳性率为90%, 但经去硫酸肝素治疗后, 
肿瘤细胞VEGF明显被抑制(P <0.05), 说明N-去硫酸肝素

对胃癌VEGF具有抑制作用. Kakeji et al [23]研究了VEGF
表达与胃癌患者的肿瘤转移和预后的关系, 结果发现, 
VEGF阳性患者的肿瘤转移明显高于阴性患者, VEGF阳
性患者预后较差. Fondevila et al [24]的研究表明VEGF表达

与胃癌患者术后肿瘤转移复发和预后相关. Tsujitani et al [4]

研究了胃癌患者VEGF表达与微血管密度的关系, 结果发

现肿瘤细胞内VEGF阳性表达的微血管密度明显高于阴

A B
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性患者. Pisano et al [25]的研究表明, 低硫酸化的低分子肝

素可抑制VEGF诱导的新生血管形成. 研究结果表明, 肿
瘤细胞通过分泌VEGF等促血管生长因子, 促进肿瘤新生

血管生成, 从而使肿瘤组织内血管增多, 血管通透性增加, 
因此在肿瘤转移中起重要作用, N-去硫酸肝素通过抑制

VEGF和肿瘤新生血管形成, 对胃癌等肿瘤具有抗转移

作用. 
总之, N-去硫酸肝素具有抑制肿瘤血管生成和抗肿

瘤转移作用, 但无明显出血等副作用, 表明其抗凝活性低, 
因此对胃癌等肿瘤转移的治疗具有重要的临床意义. 
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